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摘    要 
 
阿尔海默氏病（Alzheimer’s disease, AD）有两个重要的病理学特征：由
超磷酸化的 tau 蛋白在神经元内形成的纤维缠结和β淀粉样蛋白 （β-amyloid, 
Aβ） 在脑域胞外形成的淀粉样斑。其中 Aβ是由其前体蛋白 APP （amyloid 
precursor protein）经β和γ分泌酶复合体切割产生。γ分泌酶复合体包括早
老素 1 （presenilin1,PS1）， 早老素 2 （presenilin2，PS2）, APH1, PEN2, 
nicastrin 等多种蛋白因子，在它们的共同作用下才具有完整活性。研究发现 PS1
除了参与构成γ分泌酶复合体外， 还能激活 PI3K/Akt 信号转导通路，而且这一
作用与γ分泌酶的活性无关。PI3K/Akt 信号转导通路是一条重要的与细胞存活
相关的胞内信号通路，该通路在细胞的增殖、迁移和凋亡过程中起着重要的调节
作用。肿瘤抑制因子 PTEN 是 PI3K/Akt 信号通路的负调控子，它能抑制该通路的
激活，从而影响细胞许多重要的生命活动。近年来，一些研究发现 PTEN 对维持
神经系统的正常功能中有着重要的作用，并发现在 AD 病人的大脑中其蛋白表达
水平下降。我们在研究中发现，在 PS 缺失的细胞系、小鼠胚胎组织以及 PS1/PS2
基因条件性双敲除小鼠的大脑皮层神经元中，PTEN 的蛋白表达水平都明显降低。
而在 PS 缺失的细胞系中表达外源的 PS 能够使 PTEN 的蛋白表达水平回复。在进
一步的实验中，我们还发现无论是利用γ分泌酶的抑制剂抑制该分泌酶的活性还
是在该分泌酶复合体成员之一的 nicastrin 缺失而导致γ分泌酶失活的细胞系
中，PTEN 的蛋白表达水平几乎没有发生变化。说明 PS 对 PTEN 蛋白表达的影响
不需要γ分泌酶活性的参与。我们的研究数据表明，PS 通过影响 PTEN 蛋白表达





















Alzheimer's disease （AD） is characterized by β-amyloid plaques consisting 
of β-amyloid （ Aβ ）  peptides and neurofibrillary tangles consisting of 
hyperphosphorylated tau protein. Aβ is proteolytically derived from its precursor 
protein through cleavages by β-secretase and γ-secretase complex comprising 
presenilins （PS, PS1/PS2）, nicastrin, APH-1 and PEN-2. PS1 is also known to 
activate the PI3K/Akt cell survival pathway in a γ-secretase-independent manner. The 
tumor suppressor PTEN, which antagonizes the PI3K/Akt pathway, has increasingly 
been recognized to play a key role in neural functions and its level found reduced in 
AD brains. Here, we demonstrate that the protein level of PTEN is dramatically 
reduced in cultured cells and embryonic tissues deficient of PS, and in the cortical 
neurons of PS1/PS2 conditional double knockout mice. Restoration of PS in PS 
deficient cells reverses the reduction of PTEN. Regulation of PTEN by PS is 
independent of the PS/γ-secretase activity since impaired γ-secretase by the 
γ-secretase inhibitor treatment or due to nicastrin deficiency has little effect on the 
protein level of PTEN. Our data suggest an important role for PS in signaling 
pathways involving PI3K/Akt and PTEN that are crucial for physiological functions 
and the pathogenesis of multiple diseases. 
 
Keywords: AD （Alzheimer’s disease）; PS（presnilin）; PTEN（phosphatase and 

















目   录 
 
第一章 序论………………………………………………………………………7 
1.1 PI3K/AKT 信号转导通路…………………………………………………7 
1.2 肿瘤抑制因子 PTEN………………………………………………………10 
1.2.1 PTEN 与疾病………………………………………………………10 
1.2.2 PTEN 的结构………………………………………………………11 
1.2.3 PTEN 与信号通路…………………………………………………12 
1.2.4 PTEN 对细胞生长的影响…………………………………………14 
1.2.5 PTEN 蛋白的调控…………………………………………………15 
1.3 PS…………………………………………………………………………16 
1.3.1 PS 与 AD……………………………………………………………16 
1.3.2 PS 的拓扑结构……………………………………………………17 
1.3.3 PS 的剪切加工和成熟……………………………………………18 
1.3.4 PS 参与γ分泌酶活性……………………………………………19 
1.3.5 PS1 的胞内定位……………………………………………………22 
1.3.6 PS1 对膜蛋白胞内转运的调控……………………………………22 
1.3.7 PS 与 PI3K/Akt 信号通路…………………………………………24 
第二章 实验材料及方法………………………………………………………25 
2.1 细胞及培养方法…………………………………………………………25 
2.1.1 PS1 单敲除小鼠胚胎成纤维细胞系（PS1 KO）及培养方法……25 
2.1.2 PS1/PS2双敲除小鼠胚胎成纤维细胞系（PS DKO）及培养方法……25 
2.1.3 Nicastrin敲除小鼠胚胎成纤维细胞系（Nct KO）及培养方法……25 
2.1.4 稳定表达人源nicastrin的nicastrin敲除小鼠胚胎成纤维细胞
系（Nct KO-hNct）及培养方法…………………………………25 
2.1.5 PS1/PS2 双敲除及野生型的小鼠胚胎干细胞及培养方法………25 














早老素 1 对肿瘤抑制因子 PTEN 蛋白表达的调控作用 
 IV
2.2.1 细胞转染…………………………………………………………26 
2.2.2 PS1 稳定转染的 PS1 KO 细胞系的建立…………………………26 
2.2.3 PS1 或 PS2 稳定转染的 PS DKO 细胞系的建立…………………26 
2.3 质粒………………………………………………………………………26 
2.3.1 PS1 真核表达质粒…………………………………………………26 
2.3.2 PS2 真核表达质粒…………………………………………………………26 
2.4 抗体及 western blot……………………………………………………27 
2.4.1 抗体………………………………………………………………27 










3.1 PS 缺失会导致 PTEN 减少…………………………………………………30 
3.2 PS 缺失的细胞中表达外源的 PS 能够使 PTEN 蛋白表达水平回复……33 





















Chapter 1. Introduction…………………………………………………………7 
1.1  PI3K/Akt pathway………………………………………………………7 
1.2  Tumor suppressor PTEN………………………………………………10 
1.1.1 PTEN and diseases ………………………………………………10 
1.1.2 The structure of PTEN……………………………………………11 
1.1.3 PTEN and signaling pathways……………………………………12 
1.1.4 PTEN affects cell growth…………………………………………14 
1.1.5 The regulation of PTEN…………………………………………15 
1.3  PS…………………………………………………………………………16 
1.1.6 PS and AD………………………………………………………16 
1.1.7 The topology of PS………………………………………………17 
1.1.8 PS processing……………………………………………………18 
1.1.9 PS and γ-secretase activity………………………………………19 
1.1.10 Cellular localization of PS1…………………………………22 
1.1.11 PS1 regulates the cellular trafficking of proteins………………22 
1.1.12 PS and PI3K/Akt pathway………………………………………24 
Chapter 2. Materials and methods…………………………………………25 
2.1 Cell lines and culture methods……………………………………………25 
2.1.1 PS1 single knockout mouse embryonic fibroblast cell line and its 
culture……………………………………………………………25 
2.1.2 PS1/PS2 double knockout mouse embryonic fibroblast cell line and 
its culture…………………………………………………………25 
2.1.3 Nicastrin knockout mouse embryonic fibroblast cell line and its  
culture……………………………………………………………25 
2.1.4 Nicastrin knockout mouse embryonic fibroblast cell line stably 
expressing human nicastrin and its culture………………………25 














Presenilins regulate the cellular level of tumor suppressor PTEN 
 VI
2.1.6 N2a swe cell lines and their culture………………………………25 
2.2 Transfection and stable cell line establishment…………………………26 
2.2.1 Cell transfection …………………………………………………26 
2.2.2 Establishment of PS1 knockout cells stably expressing human PS1 
……………………………………………………………………………26 
2.2.3 Establishment of PS1/PS2 double knockout cells stably expressing 
human PS1 or PS2………………………………………………26 
2.3 Plasmids……………………………………………………………………26 
2.3.1 PS1 eucaryotic expression plasmid………………………………26 
2.3.2 PS2 eucaryotic expression plasmid………………………………26 
2.4 Usages of antibodies and western blot……………………………………27 
2.4.1 Antibodies…………………………………………………………27 
2.4.2 Western blot………………………………………………………27 
2.5 Immunohistochemistry staining…………………………………………27 
2.5.1 Brain tissue slides…………………………………………………27 
2.5.2 Immunohistochemistry staining kit………………………………27 
2.5.3 Process of immunohistochemistry staining………………………27 
2.6 Teatment withγ-secretase inhibitor……………………………………28 
2.7 Aβassay……………………………………………………………………28 
2.7.1 preparation of materials for Aβassay……………………………28 
2.7.2 process Aβassay…………………………………………………29 
Chapter 3. Results and analysis……………………………………………30 
3.1 PS deficiency decreases the protein level of PTEN ……………………30 
3.2 Expression of exogenous PS reverses the reduced PTEN level in PS 
deficient cells………………………………………………………………33 
3.3 PS rather than the γ-secretase activity regulates the level of 
PTEN ……………………………………………………………………35 

































































Figure 1-1 Demonstrative of PI3K single transduction pathway 






















































































1.2 肿瘤抑制因子 PTEN 






















已经证明 PTEN 蛋白是一个重要的肿瘤抑制因子。 
1.2.1 PTEN 与疾病  
    人们已经在子宫内膜癌 ，前列腺癌，胶质母细胞瘤和恶性黑色素瘤等多种
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1.2.2 PTEN 的结构 
   PTEN 蛋白分子的 N端是磷酸酶结构域。紧接着磷酸酶结构域的是一个能够和
脂质结合的 C2 结构域。C2 结构域后面是 C末端，在它最靠 C端有一个 PDZ 结合
区（图 1-2）。PTEN 的大部分结构从酵母到哺乳动物都十分保守，唯一的区别是






    
 
图 1-2 PTEN 结构示意图 
Figure 1-2 The schematic structure of PTEN 
 




可以阻碍 PTEN 的磷脂酶活性，但是对其蛋白磷酸酶活性没有影响。 这个突变使





些细胞信号转导分子如 FAK 和 Shc 去磷酸化，而这些蛋白可能和细胞迁移有关
[32-34]
。 不过现在还没有有力的体内实验证据表明 PTEN 蛋白磷酸酶具有抑制肿瘤
发生的作用。在肿瘤抑制过程中，起主导作用主要还是 PTEN 的磷脂酶活性。  
    PTEN 的脂质结合区域 C2 对于其结合到膜上是必须的，它还能帮助正确引导
磷脂酶向其底物靠近
[35]
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